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UTILISATION D' UN LYOPHILISAT DE CELLULES VEGETALES DEDIFFERENCIEES AFIN DE DEPIG 
MENTER ET/OU D' ECLAIRCIR LA PEAU 

Utilisation dans une composition cosmetique ou 
pharmaceutique d'au mo ins un lyophilisat de cellules 
vegetales dedif f erenciees afin de depigmenter et/ou 
eclaircir, de proteger et de regenerer 1 ' epiderme . 

5_ 

L ' invention concerne 1 ' utilisation d'au moins un 
lyophilisat de cellules vegetales dedif f erenciees dans une 
composition cosmetique ou pharmaceutique a des fins de 
depigmentation et/ou eclaircissement de 1' epiderme 
10 accompagne d'un effet protecteur et regenerateur. 
L ' invention a, de plus, pour ob j et une composition 
cosmetique ou pharmaceutique a usage topique comprenant au 
moins un tel lyophilisat. 

La peau est une enveloppe protectrice qui represente 
15 1' interface entre le milieu exterieur et les autres organes 
internes. Elle n'est toutefois pas hermetique et, en tant 
qu'organe d' absorption, elle permet aux substances 
dissoutes de penetrer par 1 ' intermediaire des pores et des 
f ollicules pileux. 

2 0 La peau protege contre le froid, la chaleur, le 

rayonnement ; centre la pression, le frottement ; contre 
les lesions chimiques ; contre la penetration des micro- 
organismes ; de la perte d' eau et de chaleur. 

La protection naturelle de la peau contre le - 
25 rayonnement ultraviolet passe par un pigment brun, la 
melanine . La melanine est presente dans des cellules des 
couches basales de 1 1 epiderme : les melanocytes. Elle est 
synthetisee a partir d'un acide amine, la tyrosine, modifie 
par une enzyme, la tyrosinase. La synthese de la melanine 

3 0 est induite par les rayons LTV. La coloration foncee de la 

peau est une premiere protection naturelle contre le 
soleil, qui est. bien insuffisante pour les peaux les plus 
claires . Le bronzage est la consequence, sous 1 ' action des 
UV, de 1 1 augmentation de l'activite melanocytaire de 
3 5 synthese de la melanine et du stockage de la melanine dans 
les keratinocytes . 

La guantite de melanine et le nombre de melanocytes 
sont des facteurs programmes genetiquement qui donnent sa 
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couleur a la peau. 

Une production excessive et localisee de melanine 
provoque 1 1 apparition de taches : taches de rousseur, 
masque de grossesse, lentigos solaires ou seniles, etc... 
5 En effet, selon les dernieres nomenclatures, les taches de 
vieillesse sont les lentigos seniles et les lentigos 
solaires sont les autres taches. 

Les "taches de vieillesse" sont de petites taches 
brun pale, planes et general ement rondes, le plus souvent 

10 sur le visage, le dos des mains, le decollete, les avant- 
bras . Elles sont provoquees par la combinaison du soleil et 
du vieillissement . Leur nombre augmente avec 1 ' age . Sous 
l 1 action repetee des rayons UV, les melanocytes finissent 
par produire trop de melanine. 

15 Les lentigines sont des "taches de rousseur" qui ne 

disparaissent pas en hiver, brunes, minuscules et 
nombreuses , tres proches les unes des autres. On les trouve 
le plus souvent sur le visage, les epaules et le decollete. 
Elles sont provoquees par une overdose d 1 ultraviolets et 

20 peuvent se former des le plus j eune age. 

Le "masque de grossesse" se manifeste par de grandes 
taches brunes au contour irregulier, le plus souvent sur le 
visage, qui prennent parfois 1 1 aspect d'un masque. Quand 
ces taches apparaissent au cours de la grossesse, on parle 

25 de chloasma, sinon on parle de melasma. Elles sont 
provoquees par une stimulation hormonale (grossesse, 
hormonotherapie) combinee a 1' exposition aux rayons UV. 

Tous ces types de taches peuvent egalement etre lies 
au patrimoine genet ique et done a l'heredite. 

30 Devant 1 ' aspect disgracieux de ces surconcentrations 

de melanine, il est d'un interet particulierement important 
d ' avoir acces a des preparations a usage topique qui 
permettraient de prevenir leur apparition et/ou de les 
attenuer. 

3 5 Les fabricants de preparations cosmetiques et 

pharmaceutiques sont constamment a la recherche de 
principes actifs non agressifs permettant d 1 inhiber ou de 
bloquer la synthese de la melanine, directement ou 
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indirectement , ou d'inhiber ou de bloquer le transfert des 
me lano somes aux keratinocytes, et done d ' eclaircir ces 
taches tout en protegeant ces zones d'une pigmentation 
solaire. De meme, les fabricants de preparations 
5 cosmetiques cherchent des principes actifs depigment ants 
non agressifs devant le desir croissant des populations 
noires et asiatiques d ! eclaircir leur peau, tout ' en leur 
proposant un produit protecteur de la peau. 

Pour pallier aux desagrements des autres traitements 

10 disponibles fastidieux et/ou agressifs (laser, 

cryotherapie) de depigmentation, ces principes actifs 
doivent en me me temps proteger la peau et/ou stimuler la 
regeneration des cellules la constituant. 

En effet, la protection de la peau et/ou la 

15 stimulation de la regeneration des cellules de la peau 
permettent de lutter en meme temps contre un facteur 
aggravant des taches : le vieillissement cutane aux 
multiples causes. 

La premiere cause du vieillissement cutane est le 

2 0 vieillissement « programme » qui peut etre accelere par le 
stress, le tabagisme et certaines maladies. Avec les 
annees, la peau perd de son elasticite car le derme produit 
toujours moins de fibres de collagene et d'elastine. D 1 ou 
1 1 af f aiblissement progressif du tissu conjonctif et le 

2 5 relachement de la peau. La capacite de renouvellement de 

l'epiderme tend egalement a diminuer, celui-ci devient plus 
sec et plus mince car son metabolisme est altere. La peau 
prend egalement avec le temps un aspect grisonnant qui 
donne un teint terne contre lequel un soin eclaircissant 

3 0 peut aussi lutter. 

La deuxieme cause du vieillissement est la diminution 
de la production hormonale qui entraine la diminution 
progressive des fonctions tissulaires, cellulaires et 
organiques. Les hormones telles que 1 1 hormone de croissance 
3 5 (HGH) , la testosterone, la DHEA et la melatonine sont 
produites en grandes quantites jusqu'a 1 ■ age de 20 ans et 
elles favorisent le renouvellement cellulaire. 

La consequence de ces differentes causes du 
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vieillissement conjuguees aux effets de 1 ' environnement 
(pollutions diverses : gaz d 1 echappement , fumees de 
cigarettes, fumees d'usines, produits chimiques . . . ) amenent 
a la surproduction de radicaux libres qui ont pour cibles 
5 les differents composants de la cellule : proteines, 
lipides, sucres et l'ADN et qui constituent ainsi une autre 
cause du vieillissement cutane. Certaines influences 
exterieures les poussent a entrer en reaction car ils 
recherchent constamment d'autres molecules avec lesquelles 

10 ils peuvent se lier. Ils attaquent alors les fibres de 
collagene, les membranes cellulaires et la couche 
graisseuse de la peau. Ils alterent le patrimoine gene ti que 
des cellules, de sorte que la qualite des nouvelles 
cellules de la peau diminue . 

15 Le corps se protege contre ces agresseurs par des 

syst ernes enzymatiques s ' opposant a ces reactions 
d'oxydation (antioxydants) . Mais des 1 ' age de vingt ans, 
les mecanismes de defense naturels s 1 af f aiblissent 
progressivement; de sorte que la peau ne peut plus se 

2 0 defendre toute seule. 

La Demanderesse a decouvert de maniere surprenante et 
inattendue qu'un lyophilisat de cellules vegetales 
dedif f erenciees permet d ! atteindre cette combinaison 

2 5 d' effets recherchee : il depigmente et/ou eclaircit 

l'epiderme avec une parfaite innocuite tout en le 
protegeant et le regenerant . 

Les cellules dedif f erenciees conservent toutes les 
potentialites cellulaires comme les cellules souches . Elles 

3 0 expriment tous les genes de leur genome done toutes les 

proteines qui permettent a chaque type de cellule 
specialisee de se proteger du milieu exterieur. 

L' invention a done pour ob j et premier 1 ' utilisation 
dans ou pour la fabrication d'une composition cosmetique ou 
35 pharmaceutique d'au mo ins un lyophilisat de cellules 
vegetales dedif f erenciees , ledit lyophilisat permettant de 
depigmenter et/ou eclaircir, de proteger et de regenerer 
1 1 epiderme . 
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On entend par "cellule vegetale dedif f erenciee " toute 
cellule vegetale ne presentant aucun caractere de 
specialisation et pouvant regenerer a elle seule un plant 
entier de vegetal dont elle provient . Elle peut etre isolee 
5 a partir de tout echantillon de plante entiere ou d'organe 
comme les feuilles, les tiges, les racines, les graines , 
les fleurs, les petales, les antheres, les fruits, etc... 
appele explant. 

De maniere preferee, on utilise un morceau de feuille 

10 ou une graine en tant qu' explant. 

On prefere tout particulierement cultiver 1' explant 
in vitro. On entend par "culture in vitro" 1' ensemble des 
techniques de I'art anterieur connues de 1 ' homme du metier 
qui permettent dans des conditions parf aitement controlees 

15 de regenerer un organe ou une plante entiere a partir d'un 
explant cultive dans ou sur un milieu nutritif def ini . Ces 
conditions parfaitement maitrisees permettent une parfaite 
reproductibilite et homogeneite des plants. En particulier, 
cette methode de culture fournit des clones identiques a 

20 1'infini. Parmi les methodes et milieux de culture in vitro 
decrits dans 1 ' art anterieur, on peut citer a titre 
d 1 examples les milieux de Gamborg (1968), de Murashige et 
Skoog (1962), de Morel (1970), etc.. dont la formulation est 
decrite dans "Plant Culture Media : formulations and uses" 

2 5 de E.F. George, DJM Puttock et H.J. George (Exegetics Ltd 
1987) . 

En particulier, on prefere utiliser des cellules 
vegetales dedif ferenciees de vegetal halophile comme les 
especes Salicornia ramossisima (Salicorne) , Sueda vera, 

30 Beta maritima, Obione portulacoides , Armeria maritima, 
Crithmum maritimum (Criste Marine) , Ophrys sphegodes, 
Artemia vulgaris, Muscaris comosum, Eryngium maritimum, 
Sanguisorba minor, Cochlearia officinalis, Fumaria 
officinalis, Vincetoxicum fullonum, Dipsacus fullonum, 

35 Heracleum spondylium, Inula crithmoides, Inula brittanica, 
Inula viscosa, tout particulierement des cellules vegetales 
dedif ferenciees de Criste Marine (Crithmum maritimum) . Les 
vegetaux halophiles, egalement nommes halophytes, sont des 
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vegetaux qui tolerent des sols riches en sel . lis ont 
developpe des systemes de defense contre le milieu 
exterieur agressif qu'ils colonisent . En particulier , les 
halophytes sont des vegetaux du bord de mer capables de 
5 supporter un sol riche en sel, 1'humidite et le vent. lis 
luttent en permanence pour maintenir la pression osmotique 
dans leurs cellules, l'eau ayant tendance a traverser la 
membrane plasmique vers le compart iment extracellulaire le 
plus sode . 

10 Dans le cas de 1 * utilisation de vegetal halophile, il 

est particulierement important de developper une culture in 
vitro de cellules qui fournit une biomasse infinie et 
reproductible pour proteger ces especes, les halophytes 
etant en danger face a la pollution des mers . 

15 Dans une realisation particuliere de 1' invention, il 

est egalement possible de modifier certaines conditions de 
culture (pH 7 temperature, composition gazeuse ambiante, 
composition du milieu de culture, luminosite) . Les cellules 
dedif f erenciees tendront alors a produire plus ou moins de 

20 certaines substances intracellulaires . 

Le second objet de 1 ' invention est une composition 
cosmetique ou pharmaceutique a usage topique caracterisee 
en ce qu'elle comprend, dans une base physiologiquement 
acceptable, 0,05 a 2%, de preference 0,1 a 1%, de maniere 

25 particulierement preferee 0,5% d'au moins un lyophilisat 
tel que decrit precedemment . 

En effet, un tel lyophilisat peut etre utilise comma 
seul principe actif de la composition selon 1' invention. 
Cependant , plusieurs lyophilisat s peuvent etre ajoutes a la 

3 0 base de la composition selon 1' invention. 

Dans un premier mode de realisation particulier de 
1 'invention, on utilise au moins un lyophilisat de cellules 
vegetales dedif f erenciees pour la fabrication d'une 
composition cosmetique ou pharmaceutique, destinee a 

3 5 rajeunir 1 'aspect de la peau . 

Dans un deuxieme mode de realisation particulier de 
I 1 invention, on utilise au moins un lyophilisat de cellules 
vegetales dedif f erenciees pour la fabrication d'une 
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composition cosmetique ou pharmaceutique destinee au 
traitement des taches appelees lentigos. 

Dans un troisieme mode de realisation particulier de 
1' invention, on utilise au mo ins un lyophilisat de cellules 
5 vegetales dedif f erenciees pour la fabrication d'une 
composition cosmetique ou pharmaceutique, destinee a 
eclaircir les peaux noires ou asiatiques. 

Les exemples suivants illustrent 1» invention sans 
toutefois en limiter la portee. 

0 

Legende des Figures 
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Figure 2 
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Exemple 1: Culture in vitro de cellules dedif f erenciees de 
5 Criste Marine a partir de tissu vegetal: 

1- Obtention de cals primaires 

On preleve a 1 1 aide de ciseaux des morceaux de tissus 

dans la zone choisie (3 cm minimums) tige, f euilles . . . 

A partir de ce stade de la manipulation, tout doit se 
0 derouler en atmosphere sterile sous une hotte a flux 

laminaire . 

Pour steriliser le materiel vegetal, on immerge les 
tissus 30 s dans l'ethanol puis on elimine le solvant, on 
les rince par 3 x 10 0 ml d' H 2 0 sterile, on les immerge 15 

5 min . dans 1 ' hypochlorite de sodium additionne de quelques 
gouttes de Tween 2 0 et on les rince par 3 x 100 ml d ' H 2 0 

sterile . 

Pour met t re les tissus en culture, on depose les fragments 
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de tissus dans une boxte de Petri sterile (125 mm) , on 
decoupe des fragments de tissus (2 a 3 mm) en prenant soin 
d'eliminer les parties blanchies par l'eau de javel. Les 
explants ainsi obtenus sont legerement incises et deposes a 
5 demi-enf onces dans le milieu nutritif gelose (Tableau 1) . 

2- Repiquage des cals 

A ce stade de la manipulation, tout doit se derouler 
en atmosphere sterile sous une hotte a flux laminaire . 
10 On preleve au niveau du cal 2 a 3 amas cellulaires (1 a 2 
cm) a I 1 aide d'une spatule, 

On depose et repartit ces amas sur le milieu neuf . 

15 



20 



25 



30 



35 



WO 2005/072697 PCT/FR2004/003109 

- 9 - 



Composition du milieu de culture solide : Tableau 1 
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KNO3 




(NH„ ) oSO, 




1 CaCl 2 , 2H 2 0 


1 en 
IjU 




O n n 

0 u u 




0 c n 
X o U 


Microelements 


mg/1 


MnS0 4 , H 2 0 


16, 9 




8 , 6 








0 ft ^ 


Na 2 Mo0 4 , 2H 2 0 


0 2 5 


CuSO„ , 5HoO 

a, / 


w , VJ Zi ID 


FeS0 4 , 7H 2 0 


27,8 


Vi tamines 


mg/1 


myo- inositol 


100 


acide nicotmique 


J. 


F) / _l -Ti^'ntViot^Tia t e ci C3~l ci nm 


1 


(+) -biotine 


0 , 01 


chlorhydrate de pyridoxal 


1 


dichlorure de thiamine 


1 


Composes organiques 

L_ x. — * -i- 


g/i 


saccharose 


30 


Ph.ytohormon.es 


mg/1 


acide naphtalene acetique 


1,5 


acide 2,4 di chl oro -phenoxyac e t ique 


0,5 


kinetine 


0,5 


Agent gelifiant 


g/i 


agar 


9 



3- Expansion des cellules du cal en milieu liquide 
5 • Inoculum d'entretien : 

Les cellules du cal sont transferees dans un milieu 
liquide identique au milieu solide sans agar (Tableau 1) . 
Elles sont cultivees sous agitation (110 tours/min) , a 25°C 
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en lumiere blanche continue (3500 lux, tubes fluorescents 
"luraiere du jour") dans des erlenmeyers de 250 mL, a raison 
de 5 0 mL par erlenmeyer. 

Elles sont diluees tous les 10 a 11 jours au 1/4 c'est-a- 
5 dire 10 0 mL dans 400 mL . 

• Production de mat i ere seche : 

Les cellules sont cultivees a partir d 1 une dilution au 
1/4 de 1 1 inoculum d'entretien dans des erlenmeyers de 5L, a 
10 raison de 2L de culture par erlenmeyer, sous agitation (110 
tours/min) , a 25°C en lumiere blanche continue (3500 lux, 
tubes fluorescents "lumiere du jour") et ce pendant 12 a 13 
j ours 

II faut noter que 1 1 acide 2,4 dichloro-phenoxyacetique 
15 est entierement metabolise et qu'il ne sera pas retrouve 
dans le produit final. 

Exemple 2 : Preparation d'un lyophilisat de cellules 
dedif f erenciees de Criste Marine : 

2 0 La culture cellulaire liquide en suspension est 

centrifugee pour culoter les cellules. 

Les cellules sont passees sur un tamis de 150 a 200 
pm, congelees puis lyophilisees dans un lyophilisateur a 
plaques . 

25 

Exemple 3 : Mise en evidence sur epiderme reconstitute 
SKINETHIC® de 1 7 absence de toxicite d'une preparation 
cosmetique contenant un lyophilisat de cellules 
dedif f erenciees de Criste Marine : 

3 0 L' epiderme reconstitue SKINETHIC® est un modele 

d' epiderme humain developpe et commercialise par la Societe 
SkinEthic Laboratories (Nice, France) . 

1- Sur epiderme reconstitue SKINETHIC® simple (constitue 
3 5 uniquement de keratinocytes) : ' 

Des keratinocytes d'origine humaine sont ensemences 
sur des f litres en polycarbonate de 0,63 cm 2 dans un milieu 
defini (MCDB 153 modifie) et supplements . Les cellules sont 
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cultivees pendant 14 jours a I 1 interface air/liquide, le 
milieu de culture etant change tous les deux jours. 

Les epidermes ainsi formes ont ete utilises pour la 
realisation de 1 ! etude a partir du 17 erne jour de culture. 

5 

Un essai preliminaire a ete effectue afin de 
determiner le temps de contact et la quant ite de produit 
applique sur 1 ' epiderme reconstitue n 1 entrainant pas de 
cytotoxicite . 

10 Tous les tests ont ete conduits en duplicate avec : 
Lot 1 : epidermes temoins ne recevant pas de produit 
Lot 2 : epidermes traites recevant creme PXTS + 0,1% AK205 
Lot 3": epidermes traites recevant creme PXTS + 0,5%' AK2 0 5 
Lot 4 : epidermes traites recevant le produit lyophilisat 

15 de cellules (AK 205) 

AK205 = lyophilisat de cellules dedif f erenciees de Criste 
Marine obtenu selon les Exemples 1 et 2 . 
PXTS = pour peaux tres seches 

2 0 L.es epidermes fixes dans une solution formaldehyde 10% 

ont ete inclus dans des blocs en paraf f ine . Les coupes 
vertioales de 4 microns ont ete colorees a 
1 1 hematoxyline/ eosine et photographiees sous un microscope 
optique . 

25 Lies cultures doivent presenter des couches cellulaires 

basales, spineuses, granuleuses et cornees intactes, 
orthokieratosiques , et la stratification epidermique doit 
etre reguliere et nor male . Les cellules de la couche basale 
doiveirt etre polarisees vert icalement . De nombreux grains 

3 0 de keratohyaline doivent etre visibles (en violet) dans la 

couche granuleuse juste sous la couche cornee . 

Les produits, creme PXTS+0,1% AK2 05, creme PXTS+0,5% 
AK205 et le produit lyophilisat de cellules de Criste 
3 5 Marine (AK 205) deposes a raison de 2 /zL par cm 2 , sur des 
epidermes reconstitues traites pendant 24 heures, 
comparativement a des epidermes temoins, n 1 ont induit 
aucune toxicite. Les images histologiques , apres coloration 
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hematoxyline/ eosine, d'epidermes trait es sont comparables a 
celles des epidermes temoins (cf. Figure 1). 

2- Sur epiderme reconstitue SKINBTHIC® integrant des 
5 melanocytes : 

Des keratinocytes d'origine humaine et des melanocytes 
sont ensemences sur des f litres en polycarbonate ' de 0,63 
cm 2 dans un milieu defini (MCDB 153 modifie) et 
supplements. Les cellules sont cultivees pendant 10 jours a 
10 l 1 interface air/liquide, le milieu de culture etant change 
tous les j ours . 

Les epidermes de type VI ( = negroide) ainsi formes ont 
ete utilises a partir du 10 erne jour de culture. 

Un essai preliminaire a ete effectue afin de 
15 determiner le temps de contact et la quantite de produit 
applique sur 1 1 epiderme reconstitue n ' entrainant pas de 
cytotoxicity . 

L 1 essai a ete conduit en duplicate avec : 
Lot 1 : epidermes temoins ne recevant pas de produit 
20 Lot 2 : epidermes temoins positifs recevant l'acide 
koj±que 7 2% 

Lot 3 : epidermes traites recevant creme PXTS + 0,1% AK205 
Lot 4 : epidermes traites recevant creme PXTS + 0,5% AK205 
AK205 = lyophilisat de cellules dedif f erenciees de Criste 
2 5 Marine obtenu selon les Exemples 1 et 2 . 

Les epidermes fixes dans une solution formaldehyde 10% 
ont ete inclus dans des blocs en paraf f ine . Les coupes 
verticales de 4 microns ont ete colorees a 
30 1 ' hematoxyline/ eosine et photographiees sous un microscope 
opt i que . 

Les cultures doivent presenter des couches cellulaires 
basales, spineuses, granuleuses et cornees intactes, 
orthokeratosiques , et la stratification epidermique doit 
35 etre reguliere et normale. Les cellules de la couche basale 
doivent etre polarisees vert icalement . De nombreux grains 
de keratohyaline doivent etre visibles (en violet) dans la 
couche granuleuse juste sous la couche cornee . 
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Les produits, creme PXTS+0 , 1% AK2 05 et creme PXTS+0,5% 
AK2 0 5 deposes a raison de 2 piL par cm 2 , sur des epidermes 
reconstitues traites pendant 2 4 heures, comparativement a 
5 des epidermes temoins, n'ont induit aucune toxicite. Les 
images histologiques , apres coloration hematoxyline/eosine, 
d 1 epidermes traites sont comparables a celles des epidermes 
temoins (cf . Figure 2) . 

10 Exemple 4 : Evaluation de l'effet depigmentant d'une 
preparation cosmetique contenant un lyophilisat de cellules 
dedifferenciees de Criste Marine sur des epidermes 
reconstitues SKINETHIC® integrant des melanocytes : 
1- Protocole experimental 

15 Des keratinocytes d'origine humaine et des melanocytes 

sont ensemences sur des filtres en polycarbonate de 0,63 
cm 2 dans un milieu defini (MCDB 153 modifie) et 
supplements . Les cellules sont cultivees pendant 10 jours a 
1 1 interface air/liquide, le milieu de culture etant change 

20 tous les jours. 

Les epidermes de type VI (= negroide) ainsi formes ont 
ete -utilises a partir du 10 erne jour de culture. 

Tous les tests ont ete conduits en duplicate avec : 
25 Lot 1 : epidermes temoins ne recevant pas de produit 

Lot 2 : epidermes temoins positifs recevant 1 ' acide 
kojicque, 2% 

Lot 3 : epidermes traites recevant creme PXTS + 0,1% AK205 
Lot 4 : epidermes traites recevant creme PXTS + 0,5% AK205 
30 AK205 = lyophilisat de cellules dedifferenciees de Criste 
Marine obtenu selon les Exemples 1 et 2 . 

L 1 evaluation de la synthese de la melanine (etude 
qualitative) intracellulaire a ete effectuee par 
35 spectrometrie a 475 nm apres que les cellules ont ete mises 
en suspension puis dissoutes dans du NaOH (IN) et du 
dimethyl sulfoxyde pendant 30 minutes. 
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A la fin de la periode d ' incubation, le milieu de 
culture a ete pre 1 eve puis les epidermes ont ete rinces 
avec du PBS (Phosphate Buffer Saline) et mis au contact du 
Triton X-100 (Sigma, France) a 1% puis incubes pendant 10 
5 minutes. La reaction enzymatique a ete initiee par l'ajout 
de la L-Dopamine (Sigma, France) a 10 rtiM dans du PBS 
depourvu de Ca 2+ et de Mg 2 + . 

Apres 1 heure d 1 incubation a 3 7 °C a 1 1 abri de la lumiere, 
l'activite de la tyrosinase a ete evaluee par la me sure de 
10 1' absorption a 475 nm a 1 1 aide d'un spectrophotometre . 

2- Resultats 

a) Dosage de la melanine 

Les resultats obtenus sont presentes sous forme de tableau: 

15 





Absorbance (4 75 
nm) 


% 


Temoin negatif 


0,160 ± 0,02 




Temoin positif 


0,09 ± 0, 01 


-44 


CREME PXTS+0, 1% 
AK2 05 


0,139 ± 0,02 


-13 


CREME PXTS + 0, 5% 
AK2 0 5 


0 , 101 ± 0,01 


-37 



Les resultats obtenus ont revel e que la creme 
PXTS+0, 5% AK2 0 5 a entraine une diminution significative du 
taux de melanine au niveau des epidermes reconstitues 
20 integrant des melanocytes (-37%). La creme PXTS + 0, 1% AK205 
a reduit legerement ce taux (-13%) comparat ivement au 
temoin positif acide koj ique 2% (-44%) . 

b) Evaluation cie 1 1 activite tyrosinasique 
25 Les resultats obtenus sont presentes sous forme de tableau: 
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Absorbance (4 75 
nm) 


% 


Temoin negatif 


0,245 ± 0,03 




Temoin positif 


0,153 ± 0,01 


-38 


CREME PXTSh-0,1% 
AK2 05 


0,198 ± 0,02 


-19 


CREME PXTS+-0,5% 
AK2 05 


0,167 ± 0,02 


-32 



Les re suit at s obtenus ont revele que le produit creme 
PXTS+0,5% AK205 a entraine une diminution significative de 
l'activite de la tyrosinase au niveau des epidermes 
5 reconstitues integrant des melanocytes (-32%) 

comparativement au temoin positif (-38%) . Une legere 
diminution (-19%) apres traitement par le produit creme 
PXTS+0,1% AK2 0 5 a ete observee. 

10 En conclusion, dans les conditions experiment ales 

retenues le produit creme PXTS+0,5% AK205 a presente une 
activite depigmentante nette vis a vis des epidermes 
reconstituants integrant des melanocytes. Une activite plus 
limitee mais reelle a ete observee avec la creme PXTS+0,1% 

15 AK2 05. 



Exemple 5 


: Mise en 


evidence sur epiderme 


reconstitue 


SKINETHIC® 


de l'effet 


anti-radicalaire d' une 


preparation 


cosmetique 


contenant 


un lyophilisat de 


cellules 



2 0 dedif f erenciees de Criste Marine : 

1- Pourquoi doser le malondialdehyde? 

Dans les systemes biologiques, 1 1 oxygene moleculaire 
est stable et peu reactif. 11 se comporte comme un 
accepteur d 1 electrons et sa reduction aboutit a la 
25 production d'eau. Mais la reduction incomplete de 1 , 0 2 

aboutit a la production de radicaux libres et de 
metabolites tels que 1 ' anion superoxyde 0 2 ~ , le radical 
perhydroxyde H0 2 ~ toxique (en presence de fer ferreux, la 

reaction peut conduire a OH- , tres agressif) ou le peroxyde 

3 0 d 1 hydrogene H 2 0 2 . 
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La superoxyde di smut as e (SOD) protege les membranes 
en dismutant tres rapidement 0 2 " en H 2 0 2 . L ' H 2 0 2 , 
relativement stable, est reduit en eau (H 2 0) par la 

5 catalase et la peroxyda.se. Ces radicaux libres issus de la 
reduction incomplete de 1 1 0 2 sont sensibles au niveau des 

doubles liaisons, ce qui favorise 1' apparition d'autres 
radicaux libres par delocalisation electronique. 
L 1 initiation de la reaction en chaine radicalaire se 

10 produit au niveau d<as acides gras polyinsatures . La 
reaction en chaine se declenche alors, a 1 1 interieur de la 
membrane cellulaire conduisant a la liberation du 
ma londi aldehyde (MDA) ainsi que d'autres aldehydes et 
alcanes qui sont des produits de degradation. Ces derniers 

15 peuvent etre mis en evidence par reaction avec 1 ' acide 
thiobarbiturique (TBA) . 

En dosant le MIDA, qui est l ! un des marqueurs 
essentiels de la cytotoxicity par les processus oxydatifs 
et le stress, on dispose alors d'un indice qui renseigne 

2 0 sur l'activite antiradlcalaire d ' une substance donnee . 

2- Protocole experimental : 

Des keratinocytes d 1 origine humaine sont ensemences 
sur des f litres en polycarbonate de 0,63 cm 2 dans un milieu 
25 defini (MCDB 153 modifie) et supplements. Les cellules sont 
cultivees pendant 14 jours a 1 1 interface air/liquide, le 
milieu de culture etant change tous les deux jours. 

Les epidermes ainsi formes ont ete utilises pour la 
realisation de 1 1 etude a partir du 17 erne jour de culture. 

30 

L'essai a ete conduit en triplicate apres 24 h de 
contact du produit avec les epidermes : 

-Lot 1 : epidermes temoins negatifs ne recevant aucun 
produit . 

3 5 -Lot 2 : epidermes traites recevant le produit creme 

PXTS-hO, 1% AK2 05 

-Lot 3 : epidermes traites recevant le produit creme 
PXTS+0, 5% AK2 05 
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-Lot 4 : epidermes traites recevant le produit lyophilisat 
de cellules (Criste Marine) 

Les produits a etudier ont ete appliques a la surface de 
5 chaque epiderme trait e, a raison de 2 ^L/cm 2 . 
= > Extraction du malondi aldehyde 

Apres 24h de contact du produit avec les epidermes, ces 
derniers ont ete remxs en suspension dans: 

-250 /xL de tampon Tris 50 mM, pH 8 contenant NaCl 0,1 M ; 
10 EDTA 20 mM 

-25 fiL de SDS a 7% 
-300 M L de HC1 (0,1 1ST) 

-38 fils d'acide phosphotungstique a 1% dans l'eau 
-3 00 d'acide thiobarbiturique a 0,67% dans l'eau 
15 Apres 1 heure d 1 incubation dans 1 1 obscurite a 50 ° C et 

un ref roidissement dans l'eau glacee, 300 ml de n-butanol 
ont ete ajoutes dans chaque tube. Ceux-ci ont ete 
centrifuges a 10 000 g a 0°C pendant 10 min. La phase 
superieure a ete recuperee pour le dosage du MDA. 

20 

= > Dosage du ma 1 ondi a 1 de hy de 

Le MDA a ete dose par mesure de la fluorescence apres 
separation du complexe MDA-TBA par HPLC (Chromatographie 
Liquide Haute Pression) . 
25 -Pompe Bischoff Model 2.200 

-Injecteur automat i que Alcoot Model 7 88 autosampler 
-Colonne Ultrasep C18 (3 0 cm x 0,18 cm) 6 mm de porosite - 
Detecteur de fluorescence, jasco 821-FI 

30 La detection de la fluorescence a ete effectuee avec 

une excitation a 515 nm et une emission a 553 nm. L'eluent 
utilise est compose de methanol : eau, 40:60 (v/v) dont le pH 
a ete ajuste avec du KOH 1 M. 

La quantification a ete faite par rapport a des 

35 standards traites comme les echantillons (0,125 ; 0,25 ; 
0,5 et 1 mM) a 1 1 aide d'un logiciel informatique ICS (Pic 
3) (Instrumentation, Consommable Service) . 

=> Dosage des proteines 
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Le dosage des proteines a ete realise selon la methode de 
BRADFORD. L 1 augmentation de 1 ' absorbance a 595 nm est 
proportionnelle a la concentration des proteines 
determinees a 1 ! aide d'un spectrophotometre UNI CAM 8 625. 

3- Resultats 

a) Lipoperoxydat ion phys iologique 

Les resultats obtenus sont presentes sous forme de tableau: 





MDA (/iM/mg proteines) 


% 


Temoin 


652 ± 31 




CREME "PXTS+0,1% AK205 


638 ± 47 


-2 (ns) 


CREME PXTS+0,5% AK2 0 5 


620 ± 32 


-5 (ns) 


LYOPHILISAT DE 
CELLULES 


594 ± 57 


-9 (ns) 



10 ns : non significatif 

Les resultats montrent que les produits etudies n'induisent 
aucune liberation du MDA dans les conditions 
physiologiques , par rapport au temoin non traite. 

15 

b) Lipoperoxydat ion provoquee par des UVB 
Les resultats obtenus sont presentes sous forme de tableau: 





MDA (/xM/mg proteines) 


% 


Temoin 


652 ± 31 




UVB (150 mJ/cm 2 ) 


832 + 63 


+ 28* 


CREME PXTS+0,1% AK2 0 5 
+ UVB (150 mJ/cm 2 ) 


660 ± 51 


-21** 


CREME PXTS+0,5% AK2 05 
+ UVB (15 0 mJ/cm 2 ) 


625 ± 42 


-25** 


LYOPHILISAT DE 
CELLULES + UVB (150 
mJ/cm 2 ) 


602 + 37 


-28** 



* par rapport au temoin negat i-f 
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** par rapport au temoin posit if irradie UVB 

Les resultats obtenus ont revel e une protection 
significative des produits, creme PXTS+0,1% AK205, creme 
5 PXTS+0,5% AK205 et lyophilisat de cellules (Criste Marine), 
appliques a la surface de 1 1 epiderme reconstitue 
SKINETHIC®, vis-a-vis de la lipoperoxydat ion provoquee par 
les rayons ultraviolets B (150 mJ/cm 2 ) . 

Le pourcentage de reduction de la production de MDA 
10 est de -21, -25 et -28% respect ivement pour creme PXTS + 0,1% 
AK205, creme PXTS+0,5% AK205 et le produit lyophilisat de 
cellules (Criste Marine) en comparaison avec les epidermes 
irradies . 

L 1 irradiation UVB (temoin positif) ayant provoque 
15 +28% d ■ augmentation de la production de MDA, 1 1 application 
des produits creme PXTS+0,1% AK205, creme PXTS+0,5% AK205 
et produit lyophilisat de cellules (Criste Marine) avant 
1 1 irradiation a permis de maintenir la production de MDA a 
son niveau physiologique . 

20 



Exemple 6 : Mise en evidence sur epiderme 


reconstitue 


SKINETHIC® de 1'effet stimulant d'une 


preparation 


cosmetique contenant un lyophilisat de 


cellules 


dedif f erenciees de Criste Marine : 




1- Criteres d' evaluation de la stimulation 





La culture cellulaire des keratinocytes humains a 



permis de decrire plus en details les effets specif iques 
des derives de la vitamine A sur les marqueurs de la 
dif f erenciation graduee de 1 1 epiderme : 1 T expression de KI- 

3 0 67 dans la couche supra-basale est stimulee, 1 ? expression 
de keratines typiques de 1 ' hyperprolif eration epidermique 
(K19, K13) est induite, il y a perte de la polarite des 
cellules de la couche basale, tancdis que la synthese de la 
filaggrine, proteine responsable de 1 ' empaquetage des 

3 5 keratines dans la couche cornee, est inhibee . Les grains de 
keratohyaline, situes dans la couche granuleuse et riches 
en filaggrine, disparaissent en 24h en presence d'acide 
retinoique, 0,05% (acide de la vitamine A) dans le milieu 



WO 2005/072697 



- 20 - 



PCT/FR2004/003109 



de culture. Les retinoldes induisent done globalement une 
stimulation de la proliferation et une inhibition de la 
dif f erenciation epidermiques . (Rosdy, M. et al . , In Vitro 
Toxicology, Vol.10 n°l, p. 39-47, 1997, "Retinoic acid 
5 inhibits epidermal differentiation when applied topically 
on the stratum corneum of epidermis formed in vitro by 
human keratinocytes grown on defined medium") 

La filaggrine et la piroteine KI-67 peuvent done etre 
utilises comme marqueurs de la dif f erenciation epidermique. 

10 

2 - Etude de la dif f erenciation epidermique : 
• Protocole 

Des keratinocytes d'ozrigine humaine sont ens erne nces 
sur des f litres en polycarbonate de 0,63 cm 2 dans un milieu 
15 defini (MCDB 153 modifie) et supplements. Les cellules sont 
cultivees pendant 14 jours a 1 1 interface air/liquide, le 
milieu de culture etant change tous les deux jours. 

Les epidermes ainsi formes ont ete utilises pour la 
realisation de 1' etude a partir du 17 erne jour de culture. 
20 L'essai est conduit en triplicate apres 24 heures de 

contact des produits avec les epidermes : 

-Lot 1 : epidermes temoins negatifs ne recevant aucun 
produit . 

-Lot 2 : epidermes traites recevant le produit creme 
25 PXTS+0, 1% AK2 0 5 

-Lot 3 : epidermes traites recevant le produit creme 
PXTS+0,5% AK205 

-Lot 4 : epidermes traites recevant le produit lyophilisat 
de cellules (Criste Marine) 

30 

Les epidermes temoins ne recevant aucun produit et les 
epidermes traites recevant les produits a 1 1 etude pendant 
24 heures de contact, ont ete conge les a - 80 °C . Apres 
inclusion en blocs de paraf fine, ces epidermes ont ete 
35 coupes puis traites en immunohistochimie . 

Cette reaction a ete realisee avec un anticorps 
monoclonal recombinant de la filaggrine. 
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• Resultats : inhibition cie la d±f f erenciation des 
cellules epidermiques 

L 1 observation comparative des epiclermes reconstitues 
temoins et traites avec les produits, creme PXTS+0,1% 
5 AK205, creme PXTS+0,5% AK205 et lyophllisat de cellules 
(Criste Marine) , a revele une difference de densite de 
marquage de la filaggrine au niveau de la couche granuleuse 
(cf . Figure 3 ) . 

En effet, dans les conditions physiologic[ues , le traitement 
10 des epidermes par: 

-creme PXTS+0,1% AK205: a induit une nette diminution de la 

diff erenciation epidermique se traduisant par la nette 
-diminution du marquage de la filaggrine en comparaison avec 

les temoins non traites, 
15 -creme PXTS+0,5% AK205 : a induit une nette diminution de la 

diff erenciation epidermique se traduisant par la nette 

diminution du marquage de la filaggrine en comparaison avec 

les temoins non traites, 

-lyophilisat de cellules (Criste Marine) : a induit une 
2 0 diminution significative de la diff erenciation epidermique 
se traduisant par la nette diminution du marquage de la 
filaggrine en comparaison avec le temoin non traite. 

3- Etude de l'activite prolif eratrice dies cellules de la 

2 5 couche basale des epidermes 

• Protocole 

Des keratinocytes d'origine humaine sont ensemences 
sur des filtres en polycarbonate de 0,63 cm 2 dans un milieu 
def ini (MCDB 153 modif ie) et supplements - Les cellules sont 

3 0 cultivees pendant 14 jours a l 1 interface air/liquide, le 

milieu de culture etant change tous les deux jours. 

Les epidermes ainsi formes ont ete utilises pour la 
realisation de 1 ' etude a partir du 17 erne jour de culture. 

L'activite des produits a ete revel ee par un marquage 
3 5 immunohistochimique . 

L'essai est conduit en triplicate apres 24 heures de 
contact du produit avec les epidermes : 

-Lot 1 : epidermes temoins negatifs xie recevant aucun 
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produit . 

-Lot 2 : epidermes traites recevant le produit creme 
PXTS+0 , 1% AK2 05) 

-Lot 3 : epidermes traites recevant le produit creme 
5 PXTS+0,5% AK2 05 

-Lot 4 : epidermes traites recevant le produit lyophilisat 
de cellules (Criste Marine) 

Les epidermes temoins ne recevant aucun produit et les 
epidermes traites recevant les produits a 1 1 etude pendant 
10 24 heures de contact, ont ete fixes dans le formaldehyde 
10%. Apres inclusion en blocs de paraffine, ces epidermes 
ont ete coupes puis traites en immunohistochimie . 

Cette reaction a ete realisee avec l'anticorps MIB1 
(Immunotech) , peptide recombinant de 1 'antigene nucleaire 
15 KI-67. 

La revelation a ete faite par la methode peroxydase- 
antiper oxydase apres demasquage antigenique par pre- 
traitement a la chaleur. 

Le marquage par chromogene DAB revel e en brun les 
20 sites nucleaires KI-67 de la fraction des cellules en 
croissance exprimee en phases : 

= > Gl et S = phases de latence et de synthese de la cellule 
= > G2 = phase de dedoublement des constituants cellulaires 
=> M = mitose 

25 L 1 index mitotique a ete evalue par comptage des sites 

nucleaires colores , a raison de 10 champs par lame au 
microscope optique, grossissement x 250, comparativement 
aux coupes d ' epiderme temoins . 

30 • Resultats : stimulation de la proliferation des 
cellules epidermiques 

Les resultats obtenus sont presentes sous forme de tableau: 

35 
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Moyenne du nombre de noyaux 
colores par champ de comptage au 
microscope 


Temoin 


7 + 2 


CREME PXTS+0,1% AK2 0 5 


8 ± 2 


CREME PXTS+0,5% AK2 0 5 


12 ± 2 


LYOPHIL1SAT DE 
CELLULES 


14 ± 3 



Le comptage des sites nucleaires colores au brun de tous 
les echantillons, apres traitement immunohistochimicjue , a 
revele que le produit : 
5 -creme PXTS + 0,1% AK2 05 : a entraine une faible augmentation 
mais significative de la multiplication des cellules de la 
couche basale. Le nombre de sites nucleaires colores est 
comparable a celui des temoins non traites (cf . Figure 4) . 
-creme PXTS + 0,5% AK205 : a entraine une faible augmentation 
10 mais significative de la multiplication des cellules de la 
couche basale en comparaison avec le temoin non traite. Le 
nombre de sites nucleaires colores est superieur a celui 
des temoins non traites (cf . Figure 4) . 

-lyophilisat de cellules (Criste Marine) : a entraine une 
15 augmentation significative de la multiplication des 
cellules de la couche basale en comparaison avec le 'temoin 
non traite. Le nombre de sites nucleaires colores est 
largement superieur a celui des temoins non traites (cf. 
Figure 4) . 

20 
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RE VEND I CAT I ONS 

1- Utilisation dans une composition cosmetique ou 
pharmaceutique d'au moins un lyophilisat de cell-ales 
vegetales dedif f erenciees , ledit lyophilisat permettant de 
depigmenter et/ou eclaircir, de proteger et de regenerer 

5 1 ' epiderme . 

2- Utilisation selon la revendication 1 caracteri see 
en ce que les cellules vegetales dedif f erenciees sont 
obtenues par culture in vitro . 

3- Utilisation selon la revendication 2 caracteri see 
0 en ce que les cellules vegetales dedif f erenciees obtenues 

par culture in vitro sont des lignees . 

4- Utilisation selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 3 caracterisee en ce que les cellules 
vegetales dedif f erenciees sont des cellules de plantes 

5 halophiles. 

5- Utilisation selon la revendication 4 caracterisee 
en ce que la plante halophile est la Criste Marine. 

6- Utilisation selon l'une quelconque cdes 
revendications 1 a 5 caracterisee en ce que le lyophilisat 

0 depigmente et/ou eclaircit 1 1 epiderme en bloquant 
I'activite de la tyrosinase. 

7- Utilisation selon l'une quelconque cdes 
revendications 1 a 5 caracterisee en ce que le lyophilisat 
protege 1 ' epiderme par un effet ant i -radical aire . 

5 8- Utilisation selon l'une quelconque cdes 

revendications 1 a 5 caracterisee en ce que le lyophilisat 
regenere 1 ' epiderme par un effet stimulant la proliferation 
des cellules de la couche basale de 1 ! epiderme. 

9- Utilisation selon l'une quelconque cdes 
0 revendications 1 a 5 caracterisee en ce que le lyophilisat 

regenere 1' epiderme par un effet inhibant la 
dif f erenciation epidermique. 

10- Composition cosmetique ou pharmaceutique a usage 
topique caracterisee en ce qu'elle comprend, dans une base 

5 physiologiquement acceptable, au moins un lyophilisat tel 
que decrit selon l'une quelconque des revendications la 9. 
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11- Composition cosmetique ou pharmaceutigue a -usage 
topique caracterisee en ce qu'elle comprend, dans une base 
physiologiquement acceptable, de 0,05% a 2% d ' au rnoins un 
lyophilisat tel que decrit selon l'une quelconque des 

5 revendications 1 a 9 . 

12- Composition cosmetique ou pharmaceutique a usage 
topique caracterisee en ce qu'elle comprend, dans une base 
physiologiquement acceptable, de 0,1% a 1% d 1 au mo ins un 
lyophilisat tel que decrit selon 1 ' une quelconque des 

10 revendications 1 a 9. 

13- Composition cosmetique ou pharmaceutique a usage 
topique caracterisee en ce qu'elle comprend, dans une base 
physiologiquement acceptable, 0,5% d ' au moins un 
lyophilisat tel que decrit selon l'une quelconque des 

15 revendications 1 a 9. 

14- Composition selon l'une quelconque des 
revendications 10 a 13, destinee a rajeunir 1 ' aspect de la 
peau. 

15- Composition selon l'une quelconque des 
20 revendications 10 a 13, destinee au traitement des taches 

pigmentaires . 

16- Composition selon l'une quelconque des 
revendications 10 a 13, destinee a eclaircir les peaux 
noires ou asiatiques. 



WO 2005/072697 



PCT/FR2004/003109 



1/4 




Temoin 



llllMlIllffll 



I 



Creme PXTS + 0.1 % AK205 



mm mm mm^ ■ , 

mi 8 . lip : >- iff I S l lilliSWfel 91 Kill 

I liijg li i § 1 1 { in 1 1 ; Sllllili ; 111 $SS9SI 
^^^^^^ 




Fig: 1 



Lyophilisat de cellules (Criste Marine) 
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